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Zusammenfassung
Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC6803 besitzt eine bidirektionale [NiFe]-Hydrogenase,
die Wasserstoff produzieren oder aufnehmen kann (Appel und Schulz 1998). Sie besteht aus einer
Diaphoraseuntereinheit  (codiert  von  hoxE,  hoxF und  hoxU)  und  einer  Hydrogenaseuntereinheit
(codiert von hoxY und hoxH) (Appel und Schulz 1996; Vignais und Billoud 2007). Wasserstoff wird
entweder  fermentativ  im  Dunkeln  (Stal  und  Moezelaar  1997)  oder  direkt  nach  Beleuchtung
(Photowasserstoff)  für  kurze  Zeit  (Appel  et  al.  2000;  Cournac  et  al.  2004)  produziert.  Die
[NiFe]-Hydrogenase gilt als sauerstoffsensitiv  (Cracknell et al.  2009; McIntosh et al.  2011). Sie
produziert  unter  oxischen  Bedingungen,  also  z.B.  bei  Beleuchtung,  wenn  während  der
Photosynthese Sauerstoff produziert wird (außer dem für kurze Zeit produzierten Photowasserstoff),
keinen Wasserstoff  (Cracknell  et  al.  2009).  Bei  der  Produktion von Wasserstoff  übernimmt die
Hydrogenase wahrscheinlich die Funktion eines Elektronenventils (Stal und Moezelaar 1997; Appel
et al. 2000). Ein Fokus dieser Arbeit lag auf der Untersuchung einer Funktion der Hydrogenase bei
Dauerbeleuchtung  und  unter  oxischen  Bedingungen,  die  durch  das  Auftreten  eines
Wachstumsphänotyps  (kein  Wachstum)  einer  Hydrogenase  Knockout-Mutante  (DhoxH)  unter
mixotrophen,  nitratlimitierten  Bedingungen  bei  Licht  in  dieser  Arbeitsgruppe  entdeckt  wurde.
Dieser Phänotyp ist überraschend, da die Hydrogenase unter oxischen Bedingungen wegen ihrer
Sauerstoffsensitivität eigentlich nicht aktiv sein sollte und deshalb kein Unterschied im Wachstum
zwischen dem Wildtyp und der Hydrogenase Mutante auftreten sollte. Ganz im Gegenteil ist die
Hydrogenase unter diesen Bedingungen aber essentiell. Unter den Bedingungen sollte wegen des
Fehlens des Substrats für die Nitrat- und Nitritreduktase, sowie wegen der Hemmung des Calvin-
Benson Zyklus durch Anwesenheit von Glucose  (Oesterhelt et al. 2007; Narainsamy et al. 2013),
ein erhöhter Elektronendruck auftreten, der u.a. zusammen mit Arginin als einziger Stickstoffquelle
zu metabolischem Stickstoffmangel führen könnte (Schriek et al. 2008), bzw. den Zellen wichtige
Möglichkeiten  genommen  werden,  Ferredoxin  zu  oxidieren  (Gutekunst  et  al.  2014).  Die
Hydrogenase könnte also unter den beschriebenen Bedingungen für die Oxidation von Ferredoxin
essentiell sein, bzw. auch unter oxischen Bedingungen eine Funktion als Elektronenventil haben.
Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem Phänotyp um kein Artefakt
handelt  und die Zellen bei Dauerbeleuchtung auch andauernd oxischen Bedingungen ausgesetzt
waren.  Der  Ausschluss  eines  Artefakts  fand  durch  verschiedene  Wachstumsexperimente,
qPCR-Experimente und Wasserstoffmessungen statt.  So wurde gezeigt,  dass  es  möglich ist,  die
Mutante  durch  Minderung  des  durch  Photosynthese  entstehenden  Elektronendrucks  vor  dem
Phänotyp „kein Wachstum“ zu retten. Bei Erhöhung des Elektronendrucks konnte das Wachstum
bei  einer  Hydrogenase/Flavoprotein-2/4  Doppelmutante  ab  einer  optischen  Dichte  von  2  unter
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photoautotrophen Bedingungen abgebrochen werden und somit ein weiterer Wachstumsphänotyp
einer  Hydrogenasemutante festgestellt  werden.  Mit qPCR-Experimenten konnte gezeigt  werden,
dass  der  Wildtyp  unter  mixotrophen,  nitratlimitierten  und  oxischen  Bedingungen  bei
Dauerbeleuchtung eine erhöhte Transkription des  hoxH Gens,  das für die Untereinheit  mit  dem
Nickel-Eisen-Zentrum  der  Hydrogenase  codiert,  aufweist.  Dieses  Ergebnis  weist  auf  eine
Wichtigkeit der Hydrogenase unter diesen Bedingungen hin. Durch Wasserstoffmessungen konnte
gezeigt  werden,  dass  der  Wildtyp  in  dem mixotrophen,  nitratlimitierten  Medium  eine  erhöhte
fermentative  Wasserstoffproduktion  aufweist,  was  auf  die  Wichtigkeit  der  Hydrogenase  in  dem
Medium hinweist. Dass der Phänotyp wirklich unter oxischen Bedingungen auftritt, konnte durch
verschiedene Messungen mit Sauerstoffsensoren gezeigt werden.
Die oben beschriebenen Wachstumsexperimente weisen bereits auf die Funktion der Hydrogenase
als Elektronenventil auch unter mixotrophen, nitratlimitierten und oxischen Bedingungen hin: Bei
Senkung des  Elektronendrucks  durch  Verminderung der  Lichtintensität  oder  durch  Zugabe  von
DCMU konnte die Hydrogenase Mutante, die bei Standard Licht kein Wachstum aufweist, wachsen.
Bei  Erhöhung  des  Elektronendrucks  durch  Erhöhung  der  Lichtintensität  konnte  die
Hydrogenase/Flavoprotein-2/4 Doppelmutante, die bei Standard Licht wächst, ab einer optischen
Dichte von 2 nicht mehr wachsen. qPCR-Messungen der  hoxH Transkription von Zellen in vier
verschiedenen  Medien  bei  Dauerbeleuchtung  zeigten,  dass  eine  erhöhte  Transkription  in  jenen
Medien auftrat, in denen, wie auch durch Carotinoidmessungen und Chlorophyllmessungen gezeigt
wurde, die Zellen einem erhöhtem Elektronenstress ausgesetzt waren. Alle diese Ergebnisse weisen
auf  eine  Funktion  der  Hydrogenase  als  Elektronenventil,  auch  unter  den  in  dieser  Arbeit
beschriebenen  oxischen  Bedingungen,  hin.  Durch  Wachstumsexperimente  mit  verschiedenen
Hydrogenase Mutanten (DhoxH,  DhoxEF,  DhoxEFUYH)  konnte gezeigt werden, dass die für den
Phänotyp  verantwortliche  Funktion  vor  allem  bei  der  Hydrogenaseuntereinheit  liegt.  Eine
unterschiedlich starke Transkription der  hox Gene konnte weder  unter  diesen Bedingungen,  bei
denen der Phänotyp auftritt, noch unter photoautotrophen Bedingungen, weder im Wildtyp, noch in
einer Antisense Überexpressionsmutante (as-sll1223, einer Antisense-RNA, deren DNA zwischen
hoxF und  hoxU liegt  (Mitschke et  al.  2011)) beobachtet werden. Somit gibt es, auch wenn die
beschriebene Funktion vor allem bei der Hydrogenaseuntereinheit liegt, keine Hinweise, dass die
Hydrogenaseuntereinheit  im  Wildtyp  ohne  die  Diaphoraseuntereinheit  funktioniert.
Wasserstoffmessungen konnten zeigen, dass die Hydrogenase, während der Erfüllung dieser für die
Zellen unter diesen Bedingungen essentiellen Funktion, keinen Wasserstoff produziert.
Die Hydrogenase hat also eine physiologische Funktion unter oxischen Bedingungen und Licht, bei
der aber kein Wasserstoff produziert wird.
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The cyanobacterium Synechocystis sp. PCC6803 possesses a bidirectional [NiFe]-hydrogenase that
produces or takes up hydrogen  (Appel and Schulz 1998). The enzyme consists of a diaphorase
subunit  (encoded by  hoxE,  hoxF and  hoxU)  and a  hydrogenase subunit  (encoded by  hoxY and
hoxH)  (Appel and Schulz 1996; Vignais and Billoud 2007). Hydrogen is produced fermentatively
in the dark (Stal and Moezelaar 1997)  or directly after a change from dark to light (photohydrogen)
for a short time (Appel et al. 2000; Cournac et al. 2004). The [NiFe]-hydrogenase is considered to
be sensitive to oxygen (Cracknell et al. 2009; McIntosh et al. 2011) and does not produce hydrogen
under  oxic  conditions,  for  example  when  oxygen  is  produced  through  photosynthesis  (except
photohydrogen). When the enzyme produces hydrogen its proposed function is that of an electron
valve  (Stal  and Moezelaar  1997;  Appel,  Phunpruch  et  al.  2000).  A focus  of  this  work  was  to
investigate  the  function  of  the  hydrogenase  under  oxic  conditions  and  continous  light.  After  a
growth phenotype of a hydrogenase knockout mutant (DhoxH) under mixotrophic, nitrate-limited
conditions and continuous light was discovered in this workgroup, it was proposed that there could
be a function of the hydrogenase under these conditions. The appearance of a phenotype under these
conditions was unexpected, as the hydrogenase should not be active under these conditions due to
its sensitivity to oxygen. Contrary to this opinion, the hydrogenase seems to be essential under these
oxic conditions. Under nitrate-limited conditions, the absence of the substrate for the nitrate- and
the nitrite reductase should lead to a higher electron pressure. Under mixotrophic conditions, the
presence of glucose down-regulates the Calvin-Benson cycle (Oesterhelt et al. 2007; Narainsamy et
al. 2013) which should again lead to a higher electron pressure. As ferredoxin is an electron donor
to the nitrate- and the nitrite reductase as well as to the Calvin-Benson cycle, the cells are missing
two important ways to oxidize reduced ferredoxin  (Gutekunst  et  al.  2014).  Additionally a  high
electron pressure together with arginine as sole nitrogen source could lead to nitrogen deficiency
(Schriek et al. 2008). Therefore the phenotype could show that the hydrogenase is essential for the
oxidation of ferredoxin under the described conditions and could have the function of an electron
valve as well under oxic conditions.
In this work it was shown that the growth phenotype is no artifact and that the cells were really
exposed to oxic conditions under continuous light all the time. The exclusion of an artifact was
accomplished by various growth experiments, qPCR experiments, and hydrogen measurements. It
was shown that it is possible to rescue the hydrogenase mutant cells from its no growth phenotype
by  reducing  the  photosynthetic  electron  pressure.  By  enhancing  the  photosynthetic  electron
pressure, the growth of a hydrogenase/flavoprotein-2/4 double mutant could be terminated at an
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optical density of 2 under photoautotrophic conditions and therefore a further growth phenotype of
a hydrogenase mutant could be discovered. qPCR experiments showed an enhanced transcription of
hoxH (the  gene  encoding  the  subunit  with  the  nickel-ferric  center  responsible  for  the  reaction
2H+ + 2e- ↔ H2) under nitrate-limited, mixotrophic, oxic conditions and continuous light in the wild
type. This result points to the importance of the hydrogenase under these conditions. Hydrogen
measurements showed an enhanced hydrogen production under fermentative, mixotrophic, nitrate-
limited conditions compared to fermentative non-mixotrophic, non-nitrate-limited conditions, which
points to the importance of the hydrogenase in the growth medium used. It was shown by various
measurements with oxygen sensors that the phenotype really occurs under oxic conditions.
The growth experiments described above already point to the function of the hydrogenase as an
electron valve under oxic, mixotrophic, nitrate-limited conditions: When the photosynthetic electron
pressure was lowered by a decrease of light intensity or addition of DCMU, the hydrogenase mutant
which could not grow under standard light, could grow. Vice versa, an increase of electron pressure
through raising the light intensity could stop the growth of a hydrogenase/flavoprotein-2/4 double
mutant,  which  could  grow  under  standard  light,  under  photoautotrophic  conditions.  qPCR
measurements  of  hoxH transcription  in  four  different  media  under  continuous  light  showed an
enhanced  transcription  in  those  media  in  which  the  cells  were  subjected  to  a  higher  electron
pressure. The fact that the cells were subjected to a higher electron pressure was also shown by
carotenoid/chlorophyll measurements. All these results point to a function of the hydrogenase as an
electron valve, also under the described oxic conditions. 
Growth experiments with different hydrogenase mutants (DhoxH, DhoxEF, DhoxEFUYH) show that
the subunit mainly responsible for this function lies by the hydrogenase subunit (more precisely
hoxH). A different transcription of the hox genes could not be shown under the conditions where the
phenotype  occurs,  nor  under  photoautotrophic  conditions,  neither  in  the  wild  type,  nor  in  an
antisense RNA overexpression mutant  (as-sll1223,  an antisense RNA whose DNA lies  between
hoxF and hoxU (Mitschke et al. 2011)). Hence, although the described function lies mainly in the
hydrogenase  subunit,  there  is  no  evidence  that  the  hydrogenase  subunit  works  without  the
diaphorase subunit in the wild type. Hydrogen measurements showed that the hydrogenase does not
produce hydrogen during the perfomance of this function, which is essential under the described
oxic conditions.
In conclusion it  can be said that  the hydrogenase does have a physiologic function under oxic
conditions and light that does not lead to evolution of hydrogen.
